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Frecuencia de micronúcleos en eritrocitos con coloración
secuencial Giemsa-naranja de acridina en el gato doméstico
(Felis domesticus)
FREQUENCY OF MICRONUCLEI IN ERYTHROCYTES WITH SEQUENTIAL GIEMSA-ORANGE
ACRIDINE STAINING IN THE DOMESTIC CAT (Felis domesticus)
Arnoldo A.M. Quero1,2, Irma Muñoz1, Daniela M. Ferré1,2, Nora B.M. Gorla1,2
RESUMEN
Los felinos domésticos comparten el ambiente doméstico con el hombre y tienen
condiciones que los hacen especialmente sensibles a compuestos genotóxicos, por lo
que son buenos candidatos como bioindicadores en el biomonitoreo de ambientes do-
mésticos. El objetivo del estudio fue aplicar el ensayo de micronúcleos en eritrocitos de
gatos domésticos (Felis domesticus) y evaluarlos mediante las coloraciones de Giemsa
y naranja de acridina (NA) fluorescente realizada en forma secuencial, para identificar la
más adecuada para esta especie. Se aplicó el ensayo de micronúcleos en eritrocitos de
sangre periférica de gatos domésticos adultos, con y sin signos de enfermedad (to-
tal=24). Las frecuencias de micronúcleos detectadas con NA fueron 2 a 10 veces superio-
res que las registradas con Giemsa (p<0.0001), sin diferencias por factor edad o estado
sanitario. Se hipotetiza que la coloración con NA permitió la detección de micronúcleos
de menor tamaño que el análisis en Giemsa. La frecuencia de micronúcleos observada
propone la utilización del gato doméstico para realizar biomonitoreos sobre el efecto de
genotóxicos ambientales.
Palabras clave: naranja de acridina; eritrocitos micronucleados; Felis domesticus;
mascotas
ABSTRACT
Domestic felines share the domestic environment with humans and have conditions
that make them especially sensitive to genotoxic compounds, they are good candidates
to be used as bioindicators in the biomonitoring of domestic environments. The objective
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of the study was to apply the micronucleus test in erythrocytes of domestic cats (Felis
domesticus), and to evaluate them by Giemsa and fluorescent acridine orange (OA)
stains carried out sequentially to identify the most suitable for this species. The
micronucleus test was applied in peripheral blood erythrocytes of adult domestic cats,
with and without signs of disease (total = 24). The frequencies of micronuclei detected
with OA were 2 to 10-fold higher than those recorded with Giemsa (p<0.0001), without
differences by age factor or health status. It is hypothesized that OA staining allowed the
detection of micronuclei of smaller size than the Giemsa analysis. The observed frequency
of micronuclei proposes the use of the domestic cat to perform biomonitoring on the
effect of environmental genotoxics.
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INTRODUCCIÓN
Los contaminantes medioambientales
son un reflejo de las características y las ac-
tividades propias de cada ambiente, sea este
urbano, doméstico, agropecuario o silvestre
y, además, pueden ser diferentes de una lati-
tud a otra. En estas situaciones se requiere
de la utilización de biomarcadores para eva-
luar el efecto de los contaminantes sobre ani-
males bioindicadores involucrados en una si-
tuación ambiental de riesgo (Capó Martí,
2002). El ambiente urbano se caracteriza por
el desarrollo de actividades humanas que li-
beran una variedad de productos potencial-
mente tóxicos, de origen industrial, comer-
cial, agrícola o domiciliario. La presencia pro-
longada de estos contaminantes aumenta el
riesgo de exposición de los humanos y ani-
males que conviven con ellos como mascotas,
así como de padecer los efectos potenciales
producidos por su inhalación, ingestión, o con-
tacto dérmico. Esta situación sugiere que las
mascotas puedan ser utilizadas como
bioindicadores para realizar bio-monitoreos
sobre el efecto de la contaminación ambien-
tal a distintos niveles de organización biológi-
ca (Hayes et al., 1991; Reif et al., 1995;
Backer et al., 2001).
Los mamíferos son considerados uno de
los grupos biológicos más adecuados para ser
usados como bioindicadores (Hermoso et al.,
2008). Los científicos William Henry Howell
y Justin Marie Jolly encontraron pequeñas
inclusiones (remanentes de ADN) en
eritrocitos de felinos y ratas, llamadas desde
entonces cuerpos de Howell-Jolly, que pue-
den encontrarse en algunas situaciones pato-
lógicas como es el caso de anemias severas
(Hayashi, 2016). Estas estructuras luego fue-
ron denominadas micronúcleos (MN), cuya
frecuencia también puede ser afectada por
factores como especie, edad, sexo, estilo de
vida y sensibilidad individual a contaminantes
ambientales (Scarfi et al., 1993;Wojda et al.,
2007). Los eritrocitos micronucleados (EMN)
se forman en el proceso de división celular y
son consecuencia de anomalías cromo-
sómicas estructurales y numéricas (Bolognesi
y Cirillo, 2014). Los EMN se presentan de
manera espontánea en la sangre periférica
de algunas especies y su frecuencia se
incrementa cuando el individuo se expone a
genotóxicos (Zúñiga-González et al., 1998,
2000, 2001).
El análisis de laboratorio para la identi-
ficación de los MN es uno de los más sim-
ples y rápidos para biomonitorear los efectos
de genotóxicos (Zapata-Restrepo et al.,
2017). Los felinos tienen al menos dos condi-
ciones que los hacen particularmente sensi-
bles para ser usados como bioindicadores de
ambiente. La molécula de hemoglobina tiene
ocho grupos sulfhidrilo comparados con los
cuatro grupos de otras especies y, por lo tan-
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to, es más susceptible al estrés oxidativo y a
los efectos adversos. Además, los felinos tie-
nen menor capacidad en el bazo, respecto
de otras especies, de realizar una remoción
de las células dañadas en circulación
(Peterson y Talcott, 2006).
Los felinos son mascotas habituales en
el hogar, pero también habitan en áreas sil-
vestres, ocupan hábitats extremadamente di-
versos y están naturalmente distribuidos en
todas las regiones zoogeográficas (O’Brien
et al., 2008). En el ambiente doméstico, los
felinos comparten con los humanos parte de
los mismos componentes de la dieta, agua y
polvo en suspensión. Una evaluación de los
niveles basales de daño citogenético en las
poblaciones de animales domésticos es esen-
cial para la implementación e interpretación
de bio-monitoreos secuenciales en el tiempo
(Udroiu, 2007).
La coloración de Giemsa es la más uti-
lizada para el ensayo de los MN por su sen-
cillez. No obstante, el ensayo de micronúcleos
en eritrocitos inmaduros de sangre periférica
en ratones con naranja de acridina (NA) fue
introducido originalmente por Hayashi y con-
firmado como equivalente en exactitud al
ensayo de MN de médula ósea (Hayashi et
al., 1994).
El objetivo de esta investigación fue
aplicar el ensayo de micronúcleos en
eritrocitos de gatos domésticos adultos, sa-
nos y enfermos, y evaluarlos mediante las
coloraciones de Giemsa y naranja de acridina
fluorescente realizada en forma secuencial,
para identificar la más adecuada para esta
especie.
MATERIALES Y MÉTODOS
Animales
Se seleccionaron 24 gatos domésticos
(Felis domesticus) de una clínica veterina-
ria de Maipú, Mendoza, Argentina. Los ga-
tos eran mestizos, tanto hembras como ma-
chos. La mitad eran gatos adultos de 2.5 años
en promedio y la otra mitad adultos viejos con
13.5 años promedio. Se consideraron adultos
a partir del año, cuando ya han alcanzado su
madurez física y sexual; y como adultos vie-
jos a individuos mayores de 10 años (Minovich
y Paludi, 2012). Los animales se distribuye-
ron en cuatro grupos, según grupo etario y
estado clínico: adultos y adultos viejos, sanos
y con signos clínicos de enfermedad. Se con-
sideraron animales clínicamente sanos a aque-
llos que al momento de ser evaluados por el
profesional veterinario no presentaron signos
de enfermedad en el examen clínico ni en los
perfiles hematológicos y bioquímicos séricos.
Los animales con enfermedad presentaban
fallas renales (n=3), trastornos hepáticos (4),
anorexia (2) o hemobartonelosis (3).
Ningún animal recibió medicación du-
rante los 60 días previos a la toma de mues-
tra. Todos los animales recibían alimento ba-
lanceado y tenían acceso ad libitum a fuen-
tes de agua potable. Se obtuvo una muestra
de sangre periférica de cada ejemplar a par-
tir de la punción de la cara interna del pabe-
llón de la oreja, previa desinfección con alco-
hol etílico 70°. El protocolo de extracción de
muestras fue avalado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Ani-
males para Investigación y Docencia
(CICUALYD, UMaza).
Coloración Secuencial y Evaluación de
las Muestras
Se utilizaron portaobjetos previamente
limpiados con etanol 70º, realizándose dos
frotis sanguíneos por cada individuo. Las lá-
minas se fijaron en metanol absoluto durante
10 min y se colorearon con Giemsa (G)
(Merck) en una dilución de 1:10 con agua
bidestilada, durante 10 min. Se analizaron al
microscopio óptico con un aumento de 1000X.
Luego fueron decolorados con metanol ab-
soluto y fueron impregnados con 50 µl de NA
(Basic Orange 14, ®Anedra) 0.003% en bu-
ffer fosfato pH 6.8 (Ueda et al., 1992), con
la adaptación de Çavas (Çavas, 2008).
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Los portaobjetos fueron analizados pre-
via codificación. Para cada individuo fueron
evaluados 3000 eritrocitos en cada procedi-
miento de coloración. Fueron analizadas las
células que presentaban un citoplasma intac-
to, sin superposición con otras células, con
ausencia de detritus intracitoplasmático y de
coloración homogénea. La identificación de
los MN se realizó según el criterio de inclu-
sión sugerido inicialmente por Schmid (1975)
y revisado por Hayashi et al. (1994). Los
resultados fueron expresados como número
de células micronucleadas por cada 1000
eritrocitos. Se tomaron fotografías de todos
los campos microscópicos analizados donde
se encontraron EMN. Se compaginaron las
fotos para aparear y comparar el mismo cam-
po celular con las dos coloraciones.
Análisis Estadístico
Para contrastar la hipótesis de normali-
dad de los datos obtenidos se aplicó el test de
Kolmogorov-Smirnov. Las variables evalua-
das fueron: método de coloración, grupo etario
y estado de salud. Se comprobó si existían
diferencias al nivel de p<0.05 entre ambas
coloraciones mediante el test de Wilcoxon. A
través del test de ANOVA de una vía y pos-
test de Dunnet para cada coloración utilizada
se determinó si existieron diferencias entre
las frecuencias de EMN según grupo etario
y estado sanitario.
RESULTADOS
Las frecuencias de EMN respondieron
a una distribución no paramétrica. En el Cua-
dro 1 se presentan la frecuencia de eritrocitos
micronucleados en los cuatro grupos de ga-
tos domésticos. Se observaron diferencias al
nivel de p=0.0001 cuando se compararon los
resultados para cada grupo según el método
de coloración utilizado, con frecuencias ma-
yores en los análisis realizados con colora-
ción NA. Por otro lado, no se observaron di-
ferencias en la frecuencia de EMN entre los
animales sin signo de patologías en compara-
ción con los que presentaron alguna altera-
ción clínica o bioquímica. Tampoco se obser-
varon diferencias entre animales adultos res-
pecto a los adultos viejos.
En la Figura 1 se muestran microfo-
tografías de una muestra con las dos
coloraciones realizadas secuencialmente en
un mismo campo celular. En esta imagen no
se visualizan MN con la coloración de Giemsa
Figura 1. Eritrocitos de gato doméstico con tinción secuencial: Giemsa (izquierda) y naranja de
acridina (derecha). Imagen de un mismo campo (1000X). Las flechas indican
micronúcleos en la coloración de naranja de acridina, ausentes en la coloración de
Giemsa
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mientras que se observan tres EMN con la
coloración fluorescente de NA.
DISCUSIÓN
Se observó una alta frecuencia de EMN
en gatos domésticos adultos respecto al nivel
basal de 0.35 EMN por cada 1000 eritrocitos,
que es el valor requerido para que una espe-
cie sea considerada como buen indicador de
la acción de sustancias micronucleogénicas
(Zúñiga-González et al., 2000).
Los MN espontáneos no pueden ser
observados en la sangre periférica de todas
las especies. El sistema retículo endotelial en
felinos es deficiente en retirar de la circula-
ción las células dañadas y estas se acumulan
en la sangre periférica (Zúñiga-González et
al., 2000, 2001) y en número mayor cuando
se exponen a genotóxicos ambientales
(Zamora-Pérez et al., 2008). Al comparar
valores en varias especies de felinos silves-
tres y el gato doméstico, Zamora-Pérez et
al. (2008) encontraron que todos los felinos
silvestres, a excepción del león, presentaban
valores de EMN más altos que el gato do-
méstico.
En este estudio, las frecuencias de MN
detectadas con naranja de acridina fueron de
2 a 10 veces superiores que las registradas
con Giemsa (p<0.0001). En un trabajo previo
de este grupo de investigación se encontra-
ron valores con coloración Giemsa de 0.90 ±
0.29 EMN y de 0.76 ± 0.33 EMN y con colo-
ración de NA de 1.06 ± 0.24 EMN y de 0.86
± 0.36 en el gato del pajonal (Leopardus
colocolo) y en el gato andino (Leopardus
jacobita), respectivamente (Gutiérrez, 2014).
Estas frecuencias fueron muy diferentes y
más bajas a las obtenidas en el gato domésti-
co, utilizando el mismo microscopio de fluo-
rescencia y la misma solución colorante. Se
hipotetiza que el ambiente silvestre, no urba-
no y potencialmente exento de contaminan-
tes ambientales podría explicar los niveles más
bajos de MN en los felinos silvestres respec-
to a los domésticos. Esta observación es
opuesta a la descrita por Zamora-Pérez et
al. (2008) entre gatos domésticos y silves-
tres, pero se debe considerar que los ejem-
plares silvestres analizados por dicho grupo pro-
venían de una colección zoológica inserta en
un sitio urbano y no en un ambiente silvestre.
En otras investigaciones en gatos jóve-
nes, la colchicina y la citosina arabinosa in-
dujeron un 63% de aumento de los EMN so-
Cuadro 1. Eritrocitos micronucleados en gatos domésticos analizados con dos coloraciones 
(seis gatos por grupo) 
 
Animales 
Número de células micronucleadas/ 1000 eritrocitos  
(media ± error estándar) 
Giemsa Naranja de acridina 
Adultos sanos 4.28 ± 0.95ª 19.11 ± 9.16b  
Adultos enfermos 5.61 ± 2.60ª 10.05 ± 4.33b 
Adultos viejos sanos 4.00 ± 0.53ª 13.44 ± 2.66b 
Adultos viejos enfermos  3.28 ± 0.85ª 30.33 ± 11.11b 
Valores con letras diferentes dentro de filas son estadísticamente diferentes (p<0.0001)  
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bre los valores pretratamiento (Zúñiga-
González et al., 1998), pero con frecuencias
por debajo de los observadas en el presente
trabajo. Asimismo, se reporta frecuencias de
EMN tres veces superiores en gatos jóvenes
en comparación a aquellas en gatos adultos
(Zúñiga-González et al., 2001). Esas diferen-
cias informadas desde ubicaciones geográfi-
cas, edades y coloraciones diferentes confir-
man la necesidad de establecer valores locales
de referencia para cada especie en estudio.
Se ha demostrado que los ensayos son
más sensibles cuando se utiliza NA en lugar
de Giemsa (Hayashi et al., 1983). En este
estudio se observaron artefactos de coloración
al utilizar Giemsa. Al emplear portaobjetos co-
loreados con NA se puede eliminar la pre-
sencia de artefactos ambiguos que conducen
a falsos positivos (Polard et al., 2011; OECD,
2014). Por otro lado, los mayores niveles de
eritrocitos micronucleados con NA observa-
dos pueden deberse a la mayor especificidad
del fluorocromo por el ácido desoxirri-
bonucleico que permite detectar MN de me-
nor tamaño. En algunas especies de peces,
el tamaño pequeño de los cromosomas y por
lo tanto de los MN, ha sido señalado para
explicar las dificultades encontradas en de-
tectar los MN, de allí que el uso de la colora-
ción fluorescente facilita su detección
(Udroiu, 2006). En ratones tratados con
ciclofosfamida, que produce MN muy peque-
ños, la frecuencia de MN analizada con
Giemsa fue la mitad de la frecuencia obteni-
da con NA (Tinwell y Ashby, 1989). En ma-
míferos, la coloración de NA fluorescente ha
sido reportada por varios autores como más
confiable, permitiendo mayor sensibilidad que
Giemsa en células exfoliadas de mucosa bu-
cal humana (Nersesyan et al., 2006).
Los resultados de este estudio indican
que el análisis de EMN en gatos domésticos
con coloración fluorescente NA es un méto-
do que en esta especie puede ser usado para
la detección de efecto in situ de agentes
genotóxicos.
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